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Bacteria sense various environmental changes and regulate expression of suitable genes. Two-component 
regulatory system (TCS), a major signal transduction system of bacteria, consist of two proteins that are sensor 
kinase and response regulator via phosphorylation. Among TCSs, cross talk of signal transduction pathways has 
been reported. Thus, bacterial environmental responses are supported by multi-gene on its genome. Recently, a 
genome editing using CRISPR-Cas9 system was developed. In this study, CRISPR-Cas9 system was applied 
for multi-gene deletion on E. coli genome. First, I designed and constructed a vector plasmid, pEX-A2-sgRNA, 
to clone target gene-specific guide RNA. Using pEX-A2-sgRNA and pCas, cloning cas9 gene, I succeeded 
in single knock-out of a gene of E. coli genome. Repetition of single-gene knockout experiment resulted in 
double knock-out of E. coli TCS genes, suggesting the developed technology is useful to multi-genetic 
improvement of E. coli genome. 
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１. 序論 
細菌は様々な環境変化を感知・伝達し，適切な遺伝子の
発現を制御することによって環境に適応する．細菌の主
な情報伝達機構である二成分制御系はセンサーキナーゼ
とレスポンスレギュレーターの 2 つのタンパク質間のリ
ン酸基転移反応で機能する[1]．二成分制御系の情報伝達
反応ではクロストークが生じ，形成される情報伝達ネッ
トワークが多様な環境適応を示すと考えられる[2, 3]．し
たがって，環境応答はゲノム上の多数の遺伝子による複
合現象と理解される． 
細菌ゲノム上の遺伝子操作法としてこれまでに用いら
れてきた方法はいずれも効率等の問題から，複数遺伝子
の多重欠失を行うのは容易ではない．最近，様々な生物ゲ
ノムの効率的な遺伝子操作方法として，CRISPR-Cas9 シ
ステムを用いたゲノム編集法が注目されている [4]．
CRISPR-Cas システムはウイルスなどの外来 DNA に対す
る細菌特有の獲得免疫システムである．細菌細胞内に侵
入した外来 DNA の一部が細菌ゲノム上の特定の位置に
組み込まれると，外来 DNAと相補的な配列（crRNA）を
持つガイド RNA（標的配列＋共通配列）が発現してエン
ドヌクレアーゼ（Cas）を標的位置に誘導し，DNA二本鎖
切断を引き起こす．ゲノム編集法では，エンドヌクレアー 
ゼ Cas9 と標的特異性を決定するガイド RNA を細胞内で
共発現させることにより，ゲノム上の任意の位置で特異
的に DNA二本鎖切断を引き起こすシステムである．本研
究では，CRISPR-Cas9 システムを用いたゲノム編集法に
よる細菌ゲノム切断を利用し，改変遺伝子の導入による
相同組換えシステムを加えた大腸菌ゲノムの遺伝子多重
欠失の方法を確立し（図 1），環境応答における大腸菌ゲ
ノム機能の包括的解析に必要な遺伝子多重欠失株を単離
した．  
 
 
図 1. CRISPR-Cas9システムを用いた細菌ゲノム編集 
 
 
２. 実験方法 
(1) ガイド RNA発現プラスミドの構築 
ゲノム配列情報を基に，crRNA設計ツール Cas-Designer
を用いて crRNA配列を取得した．取得した配列を，本研
究で構築した pEX-A2-sgRNA ベクターの tracrRNA 配列
上流に挿入し，ガイド RNA 発現プラスミドを構築した． 
(2) pLUXを用いたプロモーター活性測定 
 各遺伝子の転写開始点上流約 400 bpから開始コドン直
前までをプロモーター領域とし，この領域を pLUX ベク
ターに挿入したプラスミドを構築した．構築したプラス
ミドを用いて各遺伝子のプロモーター活性を評価した． 
 
３. 結果と考察 
(1) CRISPR-Cas9 システムを用いた大腸菌ゲノムの遺伝
子多重欠失系の設計 
 本研究では，既存の CRISPR-Cas9 システムを利用した
ゲノム編集法[5]に，組換え酵素を用いたゲノム編集法[6]
を組み合わせた大腸菌ゲノムの遺伝子多重欠失法を設計
した．この系では Cas9システムによるゲノム切断後，組
換え酵素 λ-Redにより鋳型DNA断片を標的位置に組み込
む．細胞内で不要となったガイド RNA発現プラスミドは
Cas9発現プラスミド pCas上にコードされた IPTG誘導性
ガイド RNAと Cas9によって除去される．pCasは温度感
受性複製起点を持つため，その除去は容易である．また，
ゲノム上に挿入された抗生物質耐性遺伝子カセットは
FLPリコンビナーゼによる除去が可能である． 
(2) ガイド RNA 発現プラスミドと Cas9 発現プラスミド
を用いた大腸菌ゲノム切断の検討 
 標的遺伝子特異的ガイド RNA 発現プラスミドによる
pCas 依存的な大腸菌ゲノム切断について，それらプラス
ミドによる形質転換効率で調べた．その結果，同一遺伝子
上においても標的位置によってゲノム切断効率が大きく
異なった．そこで，各ガイド RNA配列の保存性や塩基組
成を比較検討したが，切断効率との関係は見出せなかっ
た．従って，現時点では crRNA設計段階での切断効率の
予測は困難であり，標的遺伝子に対して複数のガイド
RNAを設計・検討する必要が示された． 
(3) Cas9によるゲノム切断後の組換えによるゲノム編集 
a) ompA遺伝子を標的としたゲノム編集 
 大腸菌外膜タンパク質をコードする遺伝子 ompA の細
胞外領域に Cu結合モチーフをコードする短い DNA断片
を挿入するため，ゲノム上の ompA 遺伝子上を異なる位
置での切断を指示する 2種類のガイド RNA発現プラスミ
ドを構築したところ、極めて高い効率で DNA断片挿入が
起こった．結果として，目的のゲノム改変に成功した． 
b) 抗生物質耐性遺伝子カセットによる narP，narXL遺伝
子二重欠失株の単離 
 抗生物質耐性遺伝子カセットを用いて大腸菌二成分制
御系遺伝子 narP，narXL 二重欠失株の単離を行った．ゲ
ノム上の narP遺伝子または narXL遺伝子上の切断を指示
するそれぞれのガイド RNA 発現プラスミドを構築し，
narP遺伝子または narXL 遺伝子と相同組換えできる抗生
物質耐性遺伝子カセットを含む DNA 断片の切断ゲノム
への挿入を試みた．その結果，narP単欠失株と narP, narXL
二重欠失株の単離に成功した． 
(4) 単離した大腸菌ゲノムの遺伝子欠失株のレポーター
アッセイによる評価 
 単離した narP単欠失株と narP，narXL二重欠失株をレ
ポーターアッセイを用いて評価した（図 2）．4つの遺伝
子 ogt，yeaR，narG，nirBはいずれも欠失株では野生株と
比較してプロモーター活性が低下した．ogt と narG はデ
ータベース上ではNarPによる制御は示されていないこと
から，NarP の機能が新たに示唆されるとともに，データ
ベースの不完全性が示された． 
 
 
図 2. プロモーター活性測定による遺伝子欠失株の評価 
 
４. 結言 
 CRISPR-Cas9 システムを用いた大腸菌ゲノム編集法と，
標的特異性を担うガイド RNA の発現プラスミドの簡便
な構築法を設計し，これを用いて大腸菌のゲノム編集を
行った．ガイド RNA配列からの切断効率の予測は難しい
が，目的株の獲得をより効率的にするいくつかの条件を
見出した．さらに，獲得した欠失株の評価により既存のデ
ータベースの不完全性と環境応答におけるゲノム機能解
明への遺伝子多重欠失の必要性が再確認された． 
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